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.(57) Abstract 

The invention relates to nanoparticles with a core of inorganic primary particles the surface of which is completely or partially covered 
by a coating by reacting them with organosilane or polyorganosilane that contains functional groups. The particles have a zeta potential of 
0 to +. 100 mV in a neutral pH range of 7^0 to 7.5. The nanoparticles form nanoparticle-polynucleotide complexes with polynucleotides 
(for example DNA). Said nanoparticle-polynucleotide complexes are used to transfect target cells or for gene therapy. 



(57) Zusammenfassung 

Beschrieben werden nanoskalige Teilchen mit einem Kem aus anorganischen Primarpartikeln, deren Oberflache durch Reaktion mit 
einem funktionelle Gruppen enthaltenden Organosilan oderPolyorganosiloxan vollstandig oder teilweise miteiner HOlle belegt ist, wobei die 
Teilchen im neutralen pH-Bereich von 7,0 bis 7,5 ein Zeta-Potential von 0 bis + 100 mV aufweisen. Die nanoskaligen Teilchen bilden mit 
Polynukleotiden (z.B. DNA) Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe, die zur Transfektion von Targetzellen bzw. zur Gentherapie verwendet 
werden kOnnen. 
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NAN0SKAL1GE TE1LCHEN. KOMPLEXE MIT POLYNUKI.EOTIDEN UND DEREN 
VERWENDUNG 

Die Erfindung betrifft nanoskalige Teilchen mit einem . Kern aus anorganischen 
5 Primarpartikeln, deren Oberflache durch Reaktion mit einem funktionelle Gruppen 
enthaltenden Organosiian oder Polyorganosiloxan vollstandig Oder teilweise mit 
einer Hulle belegt ist. Ferner betrifft die Erfindung Komplexe dieser nanoskaligen 
Teilchen mit Polynukfeotiden, typischerweise DNA, sowie derartige Komplexe 
enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen und die Verwendung der 
10 nanoskaligen Teilchen bzw. deren Polynukleotid-Komplexe zur Transfektion von 
Targetzellen bzw. in der Gentherapie. 

Materialoberflachen reagieren bei Beruhrung mit Flussigkeiten haufig durch einen 
Ladungsaustausch. Dies ist besonders dann der Fall, wenn die Flussigkeiten 

15 prototrop und die Oberflachen polar sind, wie dies haufig bei anorganischen 
Materialien wie z. B. Oxiden der Fall ist. Die Aufladung der Oberflache wird als Zeta- 
Potential bezeichnet. Bei kleinen Partikeln, z. B. Kolloiden, kann die Aufladung der 
Oberflache dazu fuhren, daS sich solche Partikel einander nicht mehr annahern und 
damit stabilisiert werden.: Diese Stabilisierung hangt von der GroBe des Zeta- 

20 Potentials (Ladung/Qberflacheneinheit) ab und kann sowohl positiv als auch negativ 
sein. In prototropen FlussigTceiten, bei denen ein pH-Wert definiert ist, lalit sich d\i 
Aufladung durch den pH-Wert einstellen (Zeta-Potentialkurve). Weiterhin hangt die 
Aufladung von der chemischen Natur der Oberflache als Saure oder Base ab t die als 
Funktion des pH-Wertes mehr oder weniger dissoziiert sind und damit das Potential 

25 bestimmen. Bei vorgegebenen Materialien (z. B. Si0 2l Zr0 2l Ti0 2 ) sind das Zeta- 
Potential und die Zeta-Potentialkurve eine feste Funktion der Chemie der 
Partikeloberflache und konnen nur uber den pH-Wert in ihrer Grofce verschoben 
werden. Hinzu kommt t da(J die Gesamt-lonenkonzentration einer Losung oder der 
flussigen Phase noch eine Rolle spielt Diese kolloidchemischen Grundlagen sind 

30 allgemein bekannt, und man weift, da(i uber die geschilderten Prinzipien die 
Oberflachenladung und das Zeta-Potential einstellen werden konnen. Da jedoch der 
pH-Wert oft nicht frei wahlbar ist, ware eine Methode wunschenswert, die 
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unabhangig vom pH-Wert die Einstellung der Ladungsdichte der Oberflache 
gestattet 

In der rekombinanten Gentechnologie und der Gentherapie werden Targetzellen 
transfiziert, indem man die gewiinschte DNA in die Zellen einschleust Hierzu muS 
die DNA an einen Trager gebunden werden, der die DNA durch Ladungkompensa- 
tion und Verringerung iherer raumlichen Ausdehnung (DNA-Kondensation) in eine 
transportfahige Form bringt. Durch eine Funktionalisierung des Tragersystems mit 
geeigneten Liganden kann eine effiziente und spezifische Bindung an Targetzellen 
mit einem anschlie&enden intrazellularen Transport in den Zeilkern erreicht werden. 

Aufgabe der Erfindung war es, nanoskalige Teilchen bereitzustellen, deren Ober- 
flachenladungen und Oberflachenladungsdichten unabhangig vom pH und unab- 
hangig von der Oberflache eingestellt werden konnen. Dabei sollten Oberflachen- 
ladungen im neutralen pH-Bereich (7,0-7,5) erzielt werden, die fQr physiologische 
Anwendungen erforderlich sind, so da& eine Verwendung als DNA-Tragersystem zur 
Transfektidn von Targetzellen ins Auge gefa&t werden konnte. 

Eine weitere Aufgabe bestand darin, Nanoteilchen-Polynukleotid-Komplexe bereit- 
zustellen, die eine Stabilisierung von Polynukleotiden ermoglichen und in der rekom- 
binanten Gentechnologie Oder Gentherapie zur Transfektion von Targetzellen ge- 
eignet sind. 

Gegenstand der Erfindung sind nanoskalige Teilchen mit einem Kern aus anorgani- 
schen Primarpartikeln, deren Oberflache durch Reaktion mit einem funktionelle 
Gruppen enthaltenden Organosilan oder Polyorganosiloxan vollstandig oder teil- 
weise mit einer Hiille belegt ist, wobei die Teilchen im neutralen pH-Bereich von 7,0 
bis 7,5 ein Zeta-Potential von 0 bis + 100 mV, vorzugsweise 0 bis 60 mV, aufweisen. 
Gegenstand der Erfindung sind auch Suspensionen, die derartige Partikel in einem 
wafirigen, waBrig-organischen oder organischen Losungsmittelsystem suspendiert 
enthalten. 
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Gegenstand der Erfindung sind ferner Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe, bei 
denen ein Polynukleotid (DNA, RNA, Oligonukleotide, Analoga) an ein derartiges 
nanoskaliges Teilchen gebunden ist. 

5 Die Erfindung betrifft ferner pharmazeutische Zusammensetzungen, die die 
genannten Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe neben pharnnazeutisch vertrag- 
lichen Trager- und/oder Hilfsstofften enthalten, sowie die Verwendung der 
nanoskaligen Teilchen bzw. Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe zur stabilen 
Lagerung von Polynukleotiden und fur den spezifischen oder unspezifischen 
10 Transfer genetischer Information in vorzugsweise eukaryontische Targetzellen 
(Transfektion). In diesem Rahmen eignen sich die nanoskaligen Teilchen und 
Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe z.B. zur lokalen, oralen oder systemischen 
Behandlung von Krankheiten und zum Einsatz in der Gentherapie. 

15 Beispielsweise kann ein Gen fur eine therapeutisch aktive Substanz, wie das Gen 
fur das CFTR-Protein, den LDL-Rezeptor oder die Thymidinkinase, mit Hilfe der 
genannten Nanbteilchen in eine geschutzte, biokompatible und aufnahrnefahige 
Form uberfuhrt werden. Die Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe der Erfindung 
gestatten iz.B. die gentherapeutische Behandlung entzundlicher Schleimhaut- 

20 erkrankungen, wenn man Antisense-Oligonukleotide zur Unterdruckung der 
Proliferation von Entzundungsmediatoren, z.B. Interleukinen, an die erfindungs- 
gemafien Nanoteilchen zum Zwecke der Stabilisierung und Vermittlung der 
zellularen Aufnahme bindet. 

25 Die erfindungsgemalien Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe lassen sich reprodu- 
zierbar herstellen und weisen eine geringe Polydispersitat auf. Die an die 
Nanoteilchen gebundenen Polynukleotide sind sowohl vor physikalischer 
Beanspruchung als auch physiologischem (z.B. enzymatischem) Abbau geschutzt. 
Es handelt sich somit um „sichere u Systeme, die nicht die Risiken viraler 

30 Tragersysteme in sich bergen und im Vergleich zu organischen Polymertragem eine 
unerwartet niedrige Cytotoxizitat zeigen. 
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Die erfindungsgemafcen nanoskaiigen Teilchen weisen vorzugsweise eine 
Teilchengrofce von 2 bis 150 nm, insbesondere 2 bis 100 nm, auf. 

Die anorganischen Primarpartikel der erfindungsgemallen nanoskaiigen Teilchen 
sind vorzugsweise ausgewahlt aus Metalloxiden wie Magnetit (Fe 3 0 4 ), Maghemit 
(Y-Fe 2 0 3 ), Mischoxiden der Formel Me(ll)Fe 2 0 4 , in der Me(ll) Zn, Cu, Co, Ni oder Mn 
reprasentiert, Al 2 0 3 (z.B. Boehmit), Ti0 2 , Zr0 2 ; Nichtmetailoxiden wie Si0 2 , 
Calciumcarbonat, Calciumphosphaten wie Hydroxylapatit oder Tricalciumphosphat, 
oder Borverbindungen wie Boroxid oder borhaltigen Metalllegierungen (z.B. Fe-B- 
Legierungen). Weitere Beispiele fCir geeignete anorganische Primarpartikel sind z.B. 
in den DE-A-195 12 427.8, DE-A-195 15 820.2 und DE-A-196 13 645.8 
beschrieben. Dazu zahlen unter anderem Oxide, Oxidhydrate, Sulfide, Selenide, 
Telluride, Halogenide, Nitride, Carbide, Carbonitride, Boride, Silicide, Arsenide, 
Antimonide, Phosphide, Carbonate, Carboxylate, Phosphate, Sulfate, Silikate, 
Titanate, Zirkonate, Aluminate, Stannate, Plumbate und Mischoxide von Si, Al, B, 
Zn, Cd, Ti, Zr, Ce, Sn, In, La, Fe, Pb, Cu, Ta, Nb, V, Mo, W, Alkali- oder 
Erdalkalimetallen. 

Die anorganischen Primarpartikei haben vorzugsweise eine TeilchengroBe von 1 bis 
150 nm, insbesondere 5 bis 100 nm. Die Hulle aus Organosilan oder Polyorgano- 
siloxan hat je nach Belegung eine Schichtdicke ausgehend von z.B. 0,5 bis 1,5 nm 
(Monolayer) bis zu vorzugsweise 50 nm, insbesondere bis zu 30 nm. 

Die anorganischen Primarpartikel werden z.B. auf die in WO 97/38058 beschriebene 
Weise ganz oder teilweise mit einer Hulle aus einem Organosilan oder Polyorgano- 
siloxan mit funktionellen Gruppen versehen. Zu diesem Zweck geeignete 
Ausgangssilane sind z.B. funktionelle Organosilane mit 1, 2 oder 3 hydro lysierbaren 
Gruppen, z.B. Mono-, Di- oder Trialkoxysilane, deren Alkoxygruppen vorzugsweise 
identisch sind und 1 bis 4 Kohlenstoffatome enthalten, entsprechende Chlorsilane und 
Silazane. Die anderen an das Silicium gebundenen Gruppen sind Kohlen- 
wasserstoffgruppen, z.B. Alkylgruppen, die vorzugsweise uber 1 bis 20, besonders 
bevorzugt 1 bis 10 und insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatome verfugen. Mindestens 
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eine dieser Kohlenwasserstoffgruppen ist hierbei eine aliphatische oder 
cycloaliphatische Gruppe, die durch eine oder mehrere Gnjppen -O- und/oder -NR- (R = 
H oder Ci^-Alkyl) unterbrochen sein kann und auch eine oder mehrere Kohlenstoff- 
Kohlenstoff-Doppel- oder -Dreifachbindungen umfassen kann. Diese Kohlenwasserstoff- 
gruppe ist uber eine Si-C-Bindung an das Siliciumatom geknupft Weiter muli diese 
Kohienwasserstoffgruppe uber mindestens eine Amino-, Carboxyl- Epoxy- Mercapto-, 
Cyano-, Isocyanato- Hydroxy-, Vinyl- und/oder (Meth)acrylgruppe verfugen, wobei die 
Gruppen auch Derivate einschlieSen (z.B. Ester, Anhydrid und Saurehalogenid im Fall 
von Carboxyl und Mono- und Dialkylamino sowie Trialkylammonium im Fall von Amino). 
Selbstverstandlich konnen auch zwei oder mehr unterschiedliche funktionelle Gruppen 
an eine derartige Kohienwasserstoffgruppe gebunden sein. Erfindungsgemafi bevorzugt 
ist der Einsatz von Organosilanen mit mindestens einer Aminogruppe (im folgenden als 
Aminosilane bezeichnet). Konkrete Beispiele fur derartige Aminosilane sind 3-Amino- 
propyltriethoxysilan, N-(2-Aminoethyl-3-aminopropyltrimethoxysilan ( Trimethoxysilyl- 
propyldiethylentriamin und N-(6-Aminohexyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan. 

Bei der Belegung der anorganischen Primarpartikel mit Organosilanen reagieren die 
hydrolysierbaren Gruppen und funktionellen Gnjppen des Organosilans mit reaktiven 
Oberflachengruppen (z.B. Hydroxylgruppen) der Primarpartikel und bewirken eine teste 
Verankerung der Hulle. Im Falle der Belegung mit Polyorganosiloxanen erfolgt eine 
hydrolytische Polykondensation der Organosilans in Gegenwart der anorganischen 
Primarpartikel, wobei diese vollstandig oder teilweise mit einer Polyorganosiloxan-Hulle 
beschichtet werden. 

Die verwendeten Organosilane konnen gegebenenfalls vor der Belegung der 
Primarpartikel mit Derivatisierungsmitteln umgesetzt werden, um die vorhandenen 
funktionellen Gruppen zu derivatisieren. Bei diesen Derivatisierungsmitteln handelt 
es sich z.B. um polyfunktionelle Amine, beispielsweise Polyamine, die 
gegebenenfalls ganz oder teilweise alkyliert sind, wie Ethylendiarnin und dessen 
Oligomere und Polymere, Ethylenimin und dessen Oligomere und Polymere, 
basische Aminosauren oder Proteine, insbesondere Lysin, Arginin und deren 
Oligomere und Polymere, 2,4,6-Triaminopyrimidin oder Melamin. 
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In ahnlicher Weise konnen im Falle der Belegung der Primarpartikel mit 
Polyorganosiloxanen die erhaltenen nanoskaligen Teilchen mit Kern-Hullen (Core- 
Shell)-Struktur gegebenenfalls mit Modifizierungsmitteln umgesetzt werden, urn die 
funktionellen oder derivatisierten Gruppen des Polyorganosiloxans zu modifizieren. 
Als derartige Modifizierungsmittel eignen sich die vorstehend genannten 
Derivatisierungsmittel. 

Vorzugsweise werden die funktionellen Gruppen, Derivatisierungsmittel und 
Modifizierungsmittel (summarisch: n Oberflachenmodifikatoren u ) so ausgewahlt, dafl 
die nanoskaligen Teilchen eine positive Oberfiachenladung aufweisen. Die 
oberflachenchemischen Eigenschaften der nanoskaligen Teilchen lassen sich durch 
die Art und Menge der Oberflachenmodifikatoren in einem weiten Bereich steuern. 
Beispielsweise lalit sich der isoelektrische Punkt (IEP) der Teilchen durch Variation 
des Verhaltnisses von Partikel zu Oberflachenmodifikator im Bereich zwischen dem 
IEP der unbeschichteten Partikel und dem IEP der vollstandig beschichteten Partikel 
einstellea Per lEP-Wert der vollstandig beschichteten Partikel wird durch den pK- 
Wert der funktionellen Gruppen der Beschichtung festgelegt. Die Ladungsdichte und 
damit die Bindungskapazitat fur entgegengesetzt geladene Stoffe laftt sich in einem 
breiten pH-Bereich steuern, indem die zur Belegung der Primarpartikel ve'rwendeten 
Organosilane oder Polyorganosiloxane durch Wahl entsprechender Polyamine mit 
einer definierten Anzahl funktioneller Gruppen derivatisiert werden. 

Im Falle von Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexen erschwert eine Reihe spezifi- 
scher Eigenschaften der Polynukleotide den Umgang mit diesen Substanzen. Dies 
sind insbesondere auf die stark negative Ladung, die physikatische Instability die 
enzymatische Instability und die raumliche Ausdehnung. Polynukleotide tragen 
unter physiologischen Bedingungen eine dem Polymerisationsgrad entsprechende 
Anzahl negativer Ladungen (Phosphatgruppen). Durch elektrostatische Abstofiung 
bewirken diese Ladungen eine Raumausdehnung der Polynukleotide, die fur 
Expressionsplasmide im Mikrometerbereich liegt. Bei einer mindestens 50 % igen 
Kompensation der negativen Ladungen konnen diese eine andere, dichtere Struktur 
mit geringerer raumlicher Ausdehnung annehmen. Im Falle der DNA kommt es dabei 
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zum Kollabieren der raumlichen Struktur, ein Vorgang, der nachfolgend als „ DNA- 
Kondensation" bezeichnet wird. Hierbei handelt es sich urn einen hydrophoben 
Kollaps des interpolyelektrolytischen Komplexes zwischen der DNA und dem 
polykationischen Nanopartikel, wenn eine ausreichende Anzahl von negativen 
5 Ladungen im DNA-Gerust kompensiert worden ist. 

Die DNA-Kondensation wird erfindungsgemaS mit positiv geladenen Nanopartikeln 
erreicht, wodurch die Polynukleotide physikalisch stabilisiert und gegen den Angriff 
von Enzymen (Nukleasen) geschutzt sind. Durch gezielte Oberfiachenmodifikation 

10 der Nanopartikel !a(3t sich deren Zeta-Potential und damit die DNA-Bindungsstarke 
je nach Art und Oberflachenkonzentration (Oberflachendichte) des eingesetzten 
Aminosilans in einem weiten Bereich einstellen, und der isoelektrische Punkt der so 
hergestellten Nanopartikel kann entsprechend flexibel variiert werden. Ferner kann 
die Partikelgrofte so optimiert werden, da(i sich das Polynukleotid (z.B. DNA) ohne 

15 Spannung um die Partikel winden laBt. 

Die Oberflachenladungsdichte ist wie oben beschrieben in einem weiten pH-Bereich 
einstellbar und lafit sich fur unterschiedliche Polynukleotide optimieren. Die 
Steuerung der Abstande der Ladungstrager uber sogenannte Spacer (variable 
20 (Cyclo)alkylketten zwischen der funktionellen Gruppe und dem Siliciumatom), fuhrt 
zu einer optimalen Wechselwirkung des Pblynukleotids mit den anorganischen 
Nanopartikeln. 

Durch das Etablieren einer ausreichend groBen Anzahl positiver Ladungen in den 
25 richtigen Abstanden konnen somit Polynukleotide wie DNA durch elektrostatische 
Wechselwirkung auf den Nanopartikeln fixiert werden (DNA-Kondensation). 

Auch die Basizitat lafct sich in einem weiten Bereich einstellen, was die Einstellung 
von Puffereigenschaften erlaubt. Diese haben unter Umstanden einen starken 
30 Einflufc auf das intrazellulare Verhalten. . 
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Weiterhin konnen an die funktionellen, derivatisierten oder modifizierten Gruppen 
andere Molekule angekoppelt werden, welche z.B. eine Steuerung der biologischen 
Transportwege ermoglichen, z.B. Lektine, Transferrin, Folsaure, Vitamin B12 und 
Transportproteine. Auch kleine Molekule, wie DNase-lnhibitoren, die auf spezifische 
Signaie hin freigesetzt werden, konnen angekoppelt werden. 

Desweiteren kann an die Teilchenoberfiache eine Htille aus Oberflachenmodifi- 
katoren (z.B. PEG) angekoppelt werden, mit der sich die Biozirkulation positiv 
beelnflussen lafct. Die Nanoteilchen konnen auch vollstandig von einem liposomalen 

System umsehlossen sein. 

Bei den erfindungsgema&en Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexen handelt es sich 
urn „sichere M Transportsysteme, die nicht die Risiken viraler Transportsysteme 
(Gefahrder Mutagenitat, Bildung replikationskompetenterViren, unzuverlassige 
Sicherheitstests) in sich bergen und im Vergleich zu organischen Poiymertragern 
eine unerwartet niedrige Cytotoxizitat zeigen. 

Das GewichtsverhSltnis Nanopartikel/Poiynukleotid in den Komplexen kann z.B. 

0. 5:1 bis 500:1, vorzugsweise 1:1 bis 300:1 und insbesdndere 30:1 bis 200:1, 
,Lbetragen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 

1. Partikelsynthese: 

Zu einer Losung von 8 g Tetraethoxysilan (TEOS) in 250 ml Ethanol werden 13 g 
NH 3 cone, gegeben. Es wird 16 h bei Raumtemperatur urngesetzt und anschlieBend 
durch Dialyse gereinigt. Es resultieren Suspensionen, in denen Partikel mit einem 
mittleren Durchmesser von 80 nm und einem Zeta-Potential von -50 mV bei pH 7.4 
vorliegen. 
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Durch Variation der Reaktionsparameter lassen sich die Partikeleigenschaften in 
einem weiten Bereich variieren. 

2. Aminosilan-Modifizierung: 

5 

20 g einer kommerziell erhaltlichen, 30 gew.-% Suspension von Silica-Partikeln in 
Isopropanol (IPAST, NISSAN Chemical Industries), 20 ml Wasser, 12 ml Eisessig 
und 6 g N-(6-Aminohexyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan werden 16 h bei 80°C 
geruhrt. Danach werden 25 ml Ethylenglycol zugesetzt und Wasser im Vakuum 
10 entfernt. AnschliefSend wird die verbleibende Suspension durch Dialyse gereinigt. 
Die resultierenden oberflachenmodifizierten Partikel Si26H besitzen einen hydro- 
dynamischen Durchmesser von 26 nm und ein Zeta-Potential von + 31 mV bei pH 
7.4. 

15 Diese Reaktion lalit sich allgemein zur Modifizierung von anorganischen 
Nanopartikeln mit Aminosilanen einsetzen. 

3. Herstellung von Nanopartikel-DNA-Komplexen 

20 Zur Herstellung der Nanopartikel-DNA-Komplexe genugt es in der Regel, beide 
Komponenten zu mischen. Die in 2) hergestellten Partikel werden in PBS 
aufgenommen und als 30facher GewichtsuberschuB mit Plasmid-DNA (pCMVB) in 
PBS gemischt. Es resultieren DNA-Nanopartikel-Komplexe mit einem 
hydrodynamischen Durchmesser von 180 nm und einem Zeta-Potential von -50 mV 

25 bei pH 7,4. Diese Nanopartikel-DNA-Komplexe konnen direkt zur Transfektion 
verwendet werden. 

4. Durchfuhrung der Transfektion: 

30 Die Transfektion wurde in vitro mit Cos-1-ZelIen untersucht. Diese wurden hierzu 
zuerst mit DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) und FCS (fetal calf serum) 
fur 48 h bei 37°C und 5% C0 2 in Luft inkubiert. Die Zellen wurden dann mit den 
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Nanopartikel-DNA-Komplexen versetzt und die Transfektion wurde uber die 
Expression der B-Galactosidase bestimmt. Hierzu wurden die Zellen nach der 
Transfektion mit Triton-X lysiert und die Fluoreszenz bei 460 nm bestimmt. 
Die DNA konnte durch Verwendung der anorganischen Carriersysteme erfolgreich 
5 transfiziert werden. 

5. Ankopplung von Lektinen: 

1 ml einer 2 % Partikelsuspension der nach 1) hergestellten Partikel in PBS wird mit 
.10 100 pi einer Avidin-Losung der Konzentration 60 pg/ml 1 h bei 37°C inkubiert. Durch 
Zentrifugation wird nicht umgesetztes Avidin abgetrennt. Anschliefiend wird 1 ml 
einer 2 % Avidin-Partikelsuspension in PBS mit 75 pi einer biotinylierten WGA- 
Losung (Weizenlektin) der Konzentration 100 pg/ml 1 h bei 37°C inkubiert. Es 
resultieren oberflachenmodifizierte Partikel mit einem hydrodynamischen 
1 5 Durchmesser von 600 nm mit einem Gehalt von 2.8 pg WGA pro mg Partikel. 

Durch diese Oberflachenmodifzierung wird die Bindung an L-132 Zellen um den 
Faktor 4 verbessert, die Endocytose sogar um den Faktor 1 0. 

Diese Reaktion laftt sich ganz allgemein zur Ankopplung biotinylierter Biomolekule 
20 an negativ geladene Nanopartikel oder Nanopartikel-DNA-Komplexe verwenden. 

6. Zeta-Potential-Messungen: 

Die Zeta-Potentiale wurden mit dem Zetasizer 4 der Fa. Malvern durch eine 
25 Untersuchung der elektrophoretischen Mobilitat bestimmt. Das Gerat wurde vor der 
Messung mit einem Latexstandard (- 55 mV) kalibriert. 
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Beispiel 2 

Die Verfahrensschritte von Beispiel 1 werden wiederholt, jedoch verwendet man 
anstelle der oberflachenmodifizierten Nanopartikel Si26H die in der folgenden 
Tabelle genannten Partikel Si10E, Si22E und SilOOE. Es werden analoge 
Ergebnisse erzielt. 

Tabelle 



Partikel 



mittl. Grofte 
( nm) 



IEP £ bei pH 7,4 

(PH) (mV) 



Spacer des 
Aminosilans 



Si10E 
Si22E 
SilOOE 
Si26H 



10 
22 
100 
26 



8,1 
8,6 
7,7 
8,6 



+ 17 
+ 26 
+ 7 
+ 31 



Ethyl 
Ethyl 
Ethyl 
Hexyl 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Nanoskaiige Teiichen mit einem Kern aus anorganischen Primarpartikeln, 
deren Oberflache durch Reaktion mit einem funktionelle Gruppen 
enthaltenden Organosilan oder Polyorganosiloxan vollstandig oder teilweise 
mit einer Hulle belegt ist t wobei die Teiichen im neutralen pH-Bereich von 7,0 
bis 7,5 ein Zeta-Potential von 0 bis + 100 mV aufweisen. 

2. Nanoskaiige Teiichen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die 
anorganischen Primarpartikel ausgewahlt sind aus Metalloxiden wie Magnetit 
oder Maghemit, Nichtmetalloxiden wie Si0 2 . Calciumphosphaten oder 
Borverbindungen. 

3. Nanoskaiige Teiichen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die funktionellen Gruppen des Organosilans oder Polyorganosiloxans 
Aminogruppen sind. 

4. Nanoskaiige Teiichen nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dali die verwendeten Organosilane mit Derivatisierungs- 
mitteln derivatisiert worden sind. 

5. Nanoskaiige Teiichen nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS die funktionellen oder derivatisierten Gruppen des 
Organosilans oder Polyorganosiloxans mit Modifizierungsmitteln umgesetzt 
worden sind. 

6. Nanoskaiige Teiichen nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafc die funktionellen Gruppen, Derivatisierungsmittel und 
Modifizierungsmittel so ausgewahlt worden sind, da(i die Teiichen eine 
positive Oberflachenladung aufweisen. 
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Nanoskalige Teilchen nach einem der Anspruche 1 bis. 6, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Oberflachenladungsdichte und TeilchengroGe so 
eingestellt sind, dafi in Anwesenheit von Polynukleotiden die Struktur der 
Polynukleotide kollabiert und die raumliche Ausdehnung des Polynukleotids 
verringert wird. 

Verwendung der nanoskaligen Teilchen nach einem der Anspruche 1 bis 7 
zur stabilen Lagerung von Polynukleotiden. 

Verwendung der nanoskaligen Teilchen nach einem der Anspruche 1 bis 7 fur 
den spezifischen oder unspezifischen Transfer genetischer Information in 
Targetzellen. 

0. Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe, bei denen ein Polynukleotid an ein 
nanoskaliges Teilchen nach einem der Anspruche 1 bis 7 gebunden ist. 

1. Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft uber die funktionellen, derivatisierten oder modifizierten 
Gruppen des Organosilans oder Polyorganosiloxans Molekule angekoppelt 
sind, welche eine Steuerung der biologischen Transportwege ermoglichea 

2. Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe nach Anspruch 10 oder 11, dadurch 
gekennzeichnet, daft auf die Komplexoberflache Oberflachenmodifikatoren 
aufgebracht sind, welche die Biozirkulation beeinflussen. 

3. Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe nach einem der Anspruche 10 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie von einem liposomalen System urn- 
schlossen sind. 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens einen 
Nanopartikel-Polynukleotid-Komplex nach einem der Anspruche 10 bis 13 
und pharmazeutisch vertragliche Excipienten und/oder Hilfsstoffe. 
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15. Verwendung der Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe nach einem der 
Anspruche 10 bis 13 zur lokalen, oralen oder systemischen Behandlung von 
Krankheiten. 

16. Verwendung der Nanopartikel-Polynukleotid-Komplexe nach einem der 
Anspruche 10 bis13 zur Transfektion von Targetzellen bzw. zur Gentherapie. 
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